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Zastosowanie metody odcietych lisci do oceny
patogenicznosci izolatow grzybow Ascochyta fabae
i Botrytis fabae wobec bobiku
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Do najwazniejszych chorob bobiku naleza askochytoza powodowana przez grzyb Ascochyta fabae oraz czekoladowa
plamisto§¢ powodowana przez grzyb Botrytis fabae. Przebadano patogeniczno$¢ izolatdow A. fabae i B. fabae wobec
sze$ciu odmian bobiku. Zastosowano technike odcietych lisci. Liscie inokulowano zarodnikami piknidialnymi i koni-
dialnymi badanych patogenéw. Po inkubacji okre$lano rozmiary plam nekrotycznych wytwarzanych przez patogeny.
Stwierdzono istotne zréznicowanie patogenicznos$ci izolatdow obu grzybéw. Odmiany wykazaty zréznicowang odpor-
no$¢ na askochytoz¢ i czekoladowg plamisto$¢. Zréznicowanie odpornosci odmian na czekoladowa plamistos¢ byto
mniejsze niz odpornosci na askochytoze. Opisano mozliwo§¢ wykorzystania programu do analizy obrazu Imagel do
pomiaru powierzchni plam nekrotycznych.

Stowa kluczowe: analiza obrazu, askochytoza, czekoladowa plamistos¢, odpornos¢, Vicia faba

The most important diseases of the faba bean include Ascochyta blight caused by the fungus Ascochyta fabae and choc-
olate spot caused by the fungus Botrytis fabae. The pathogenicity of isolates of 4. fabae and B. fabae was investigated
against six cultivars of faba bean. The technique of detached leaves was used. The leaves were inoculated with pycnidi-
al and conidial spores of the pathogens tested. After incubation, the sizes of the necrotic spots produced by the patho-
gens were determined. Significant variation in the pathogenicity of isolates of both fungi was found. The varieties
showed differential resistance to Ascochyta blight and chocolate spot. The variation in resistance of cultivars to choco-
late spot was lower than resistance to Ascochyta blight. The possibility of using the ImageJ image analysis software to

measure the surface of necrotic lesions was described.

Keywords: Ascochyta blight, chocolate spot, image analysis, resistance, Vicia faba

Wstep

Bobik (Vicia faba L. ssp. minor) nalezy do
bobowatych grubonasiennych (Fouad i in., 2013).
Uprawiany jest na nasiona, ktéore majg wysoka
zawarto$¢ biatka (25-30%) i mogg stanowi¢ suro-
wiec do produkcji biatkowych pasz dla zwierzat
(Grela i1 Czech, 2019). Dodatkowa zaleta uprawy
bobiku jest poprawa struktury gleby poprzez jej
rozluznianie oraz wzbogacanie w substancj¢ orga-
niczng. Dzigki uprawie bobiku gleba wzbogacana
jest w azot asymilowany przez bakterie brodawko-
wate. Ma to szczegodlne znaczenie w uprawie eko-
logicznej, w ktorej nie stosuje si¢ sztucznych na-
wozOw azotowych.

Powierzchnia uprawy bobiku w Polsce wyno-
sifa ok. 35 tys. hektarow w roku 2022 (Panek
2022). W ostatnich 10 latach wzrosta prawie
4-krotnie. Powierzchnia ta jest nizsza niz po-
wierzchnia uprawy tubindw, grochu siewnego
isoi. Wynika to przede wszystkim z wysokich
wymagan bobiku co do warunkéw glebowych
oraz duzych potrzeb wodnych w okresie od two-
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rzenia pagkow do wyksztalcania stragkdéw. Bobik
jest réwniez silnie porazany przez szkodniki
(mszyce, oprzedziki, strakowiec bobowy) i pato-
geny wywotujace choroby grzybowe. Najwicksze
znaczenie w uprawach bobiku majg askochytoza
powodowana przez grzyb Ascochyta fabae Speg.
(teleomorfa Didymella fabae Jellis & Punith) oraz
czekoladowa plamisto§¢ powodowana przez grzyb
Botrytis fabae Sard. (Diaz-Ruiz i in., 2009; Kaur
iin., 2014; Zakrzewska, 2004, 1988). Askochyto-
za jest powszechng choroba w uprawach bobiku
powodujac straty plonu do 90% u wrazliwych od-
mian, gdy warunki $rodowiskowe sprzyjaja roz-
wojowi choroby (Hanounik i Robertson, 1989).
Grzyb infekuje wszystkie nadziemne czgsci roslin,
w tym nasiona (Sillero i in., 2010).

Odporno$¢ bobiku na askochytozg (4. fabae)
jest cecha zlozona. Jest on kontrolowana zaréwno
przez pojedyncze geny gtowne, jak i poligenicznie
(Avila i in., 2004; Kohpina i in., 2000a; Ondiej
i Hunady, 2007; Roman i in., 2003; Sillero i in.,
2010). Zidentyfikowano réwniez geny zwigzane
z odpornoscig zarowno lisci, jaki i todyg, a takze
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grupy gendéw determinujace odpornos¢ jedynie
lisci lub todyg (Kharrat i in., 2006). Dodatkowo
stwierdzono obecno$¢ QTL odpornosci efektyw-
nych przeciwko réznym izolatom A. fabae, ale
takze QTL efektywne tylko wobec pojedynczych
izolatow (Avila i in., 2004). Wskazuje to na po-
trzebe stosowania szerokiego spektrum izolatow
A. fabae do testowania odpornosci bobiku.
W zwigzku z powyzszym niektorzy badacze suge-
ruja istnienie ras patogenu, jednakze nie jest to w
petni udokumentowane (Diaz-Ruiz i in., 2009;
Tivoli i in., 2006). W populacji 4. fabae identyfi-
kuje si¢ raczej grupy patogeniczno$ci w zaleznos$ci
od nasilenia objawow choroby powodowanej
przez izolaty na zestawie odmian o zréznicowanej
odpornosci (Blake i in., 2022). Rozmnazanie
ptciowe pozwala na powstanie nowych kombina-
cji wirulencji, co wigze si¢ z mozliwoscia reakcji
patogenu na selekcje wywierang przez wprowa-
dzenie gendw opornosci gospodarza (Ozkilinc
iin., 2015; Rubiales i Trapero-Casas, 2002).

W przypadku B. fabae wywotujacego czekola-
dowa plamisto$¢ nie obserwuje si¢ tego poziomu
specjalizacji. Stopien odpornosci bobiku na t¢
chorobe jest niski i zidentyfikowano jedynie nie-
liczne zrédta odpornosci (Gela i in., 2022; Sillero
iin., 2010).

Badanie odpornosci bobiku na askochytoze
i czekoladowg plamisto$¢ jest pracochtonne i wy-
maga stworzenia odpowiednich warunkow prowo-
kacyjnych dla rozwoju tych chorob (Zakrzewska,
2004, 1988). Przyspieszenie procesu selekcji ge-
notypoéw odpornych mozna uzyska¢ wykorzystu-
jac technike odcigtych lisci (Herath i in., 2001;
Kohpina i in., 2000b; Tivoli i in., 2006). W przy-
padku askochytozy bobiku nalezy bra¢ pod uwa-
ge, ze reakcja lisci i todyg na infekcje grzybem A.
fabae moze by¢ rozna (Avila i in., 2004).
W zwiazku z tym Kohpina i in., (2000b) proponu-
ja uzywanie rowniez fragmentéw lodyg w celu
uzyskania bardziej wiarygodnych wynikéw poka-
zujacych odpornosé genotypdéw bobiku na asko-
chytoze. Ze zlozonosci reakcji bobiku na askochy-
toze wynika, ze korelacja wynikow uzyskanych
w warunkach laboratoryjnych i polowych nie zaw-
sze jest wysoka. Wplywa na to wspomniana po-
wyzej rdzna odpornos¢ lisci oraz todyg na infekcje
A. fabae, ale takze fakt, ze grzyb poraza rowniez
straki (Zakrzewska, 2004). Na rozwoj choroby
w warunkach polowych wptyw ma réwniez dtu-
gos¢ todygi oraz typ kwiatostanu (Jellis i in.,
1985; Pritchard i in., 1989; Zakrzewska, 2004).
W przypadku czekoladowej plamistosci uzyskiwa-
no zadowalajacg zgodnos$¢ wynikéw testow na
odcietych lisciach i testow w warunkach polowych
(Zaki, 2010). Zgodno$¢ ta byla najmniejsza dla
genotypow o Sredniej odpornosci na t¢ chorobe
(Bouhassan i in., 2004; Tivoli i in., 2006; Villegas-
Fernandez i in., 2011).
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Celem pracy bylo przebadanie patogeniczno-
$ci izolatow A. fabae i B. fabae oraz odpornosci
odmian bobiku na choroby powodowane przez te
patogeny z wykorzystaniem techniki odcigtych
lisci. Testowano rowniez mozliwos¢ wykorzysta-
nia oprogramowania do analizy obrazu do precy-
zyjnej 1 zautomatyzowanej oceny nasilenia po-
wyzszych chorob na odcigtych li$ciach bobiku.

Material i metody

Przeprowadzono oceng patogenicznos$ci izola-
tow grzybow Ascochyta fabae 1 Botrytis fabae
wobec odmian bobiku. Do badan zastosowano
sze$¢ odmian bobiku: Bobas — odmiana tradycyj-
na, wysokotaninowa; Albus, Amulet, Kasztelan —
odmiany tradycyjne, niskotaninowe; Granit, Opti-
mal — odmiany samokonczace, wysokotaninowe.
Nasiona bobiku uzyskano z firm hodowlanych
(Albus, Amulet, Granit, Kasztelan — Hodowla Ro-
$lin Strzelce; Bobas, Optimal — DANKO Hodowla
Roslin).

Izolaty A. fabae i B. fabae zostaly uzyskane
z lisci wykazujgcych objawy askochytozy i czeko-
ladowej plamisto$ci oraz z nasion z objawami po-
razenia (Tabela 1). Izolaty przechowywane sa
w kolekcji Zaktadu Biologii Stosowanej [HAR-
PIB.

W celu uzyskania zarodnikow grzyby 4. fabae
i B. fabae hodowane byly na pozywce z PDA
(agar glukozowo-ziemniaczany) (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Niemcy) z dodatkiem maczki
z nasion bobiku (Zakrzewska, 2004). Szalki na-
$wietlane byly §wiattem UV (black light, 360 nm)
w cyklu 12/12h w celu stymulacji zarodnikowania
(Rys. 1). Powierzchnie¢ szalek, na ktorych obser-
wowano zarodnikowanie grzybow, zmywano wo-
da destylowang. Powstalg zawiesing filtrowano
przez gaze w celu usunigcia fragmentéw grzybni.
Stezenie zawiesiny piknidiospor A4. fabae ustalono
na 100 000 zarodnikow w 1 mulilitrze, natomiast
konidiospor B. fabae na 500 000 zarodnikoéw
w 1 mililitrze. Pomiary stezenia zarodnikow wy-
konano za pomoca komory hematologicznej Tho-
ma (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Niemcy). Dla
wszystkich badanych izolatow obu gatunkéw usta-
lono takie same stgzenia zarodnikow.

Do oceny patogenicznosci izolatow i odporno-
$ci odmian zastosowano metode odcietych lisci
(Walentyn-Goral i Goral, 2011; Goéral i Walentyn-
Goral, 2012). Wysterylizowane liScie bobiku
umieszczano na kwadratowych szalkach Petriego
o wymiarze 12,5 x 12,5 cm (Bionovo, Legnica,
Polska). Pozywke stanowit agar wodny (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Niemcy) z dodatkiem 100 mg
benzymidazolu (Merck Life Science Sp. z o.0.,
Poznan, Polska) na litr. Kazdy z listkow inokulo-
wano kropla (50 ml) zawiesiny zarodnikoéw
A. fabae lub B. fabe. Kroplg umieszczano na $rod-
ku listka w miejscu naklutym iglta. Na kazdym
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Tabela 1
Table 1
Lista izolatow Ascochyta fabae i Botrytis fabae
List of isolates of Ascochyta fabae and Botrytis fabae

Gatunek Izolat Zrodto Odmiana Rok izolacji
Species Isolate Source Cultivar Isolation year

A. fabae AF 5-1 nasiona / seeds Titus *

A. fabae AF 5-2 nasiona / seeds Titus *

A. fabae AF 6-1 nasiona / seeds Amulet 2009

A. fabae AF 6-2 nasiona / seeds Amulet 2009

A. fabae AF 7-1 liscie / leaves Kasztelan 2012

A. fabae AF 7-3 liscie / leaves Granit 2012

A. fabae AF 8-1 liscie / leaves Bobas 2013

A. fabae AF 8-2 liscie / leaves Amulet 2013

A. fabae AF 15-1 nasiona / seeds Albus 2017

A. fabae AF 15-4 nasiona / seeds Granit 2017

B. fabae BF 1 liscie / leaves Optimal 2017

B. fabae BF 2 liscie / leaves Optimal 2017

B. fabae BF 3 liscie / leaves Granit 2017

B. fabae BF 4 liscie / leaves Granit 2017

* —nasiona przechowywane w zamrazarce, zebrane w roku 2004
* —seed stored in refrigerator, collected in 2004

liske

3

3 &
Rys. 1. 1zolat Ascochyta fabae rosnacy na pozywce PDA z maczka z nasion bobiku (z lewej); piknidiospory A. fabae
(z prawej)

Fig. 1. Isolate of Ascochyta fabae growing on a PDA medium with faba bean seed meal (left); pycnidispores of 4. fabae

(right)

liSciu inokulowano 4-5 listkow. Szalki z lisémi
inkubowane byly w komorze hodowlanej (Sanyo
Electric, Moriguchi, Japonia) w temperaturze
20°C. Dlugos¢ dnia wynosita 12h. Po pojawieniu
si¢ objawow wykonano pomiary wielkosci plam
nekrotycznych w 5 terminach (7, 10, 14, 16, 21
dni po inokulacji). Wyliczono $rednig powierzch-
ni¢ plamy dla kazdego liscia. W terminie 21 dpi
wykonano zdjecia porazonych lisci. Dla kazdego
z patogendéw przeprowadzono dwa do$wiadczenia
infekcyjne w dwoch powtorzeniach.

Analiza statystyczna zostata wykonana za po-
mocg pakietu XLSTAT Life Science (Version
2021.3.1.1177, Lumivero, Denver, CO, USA).

Przeprowadzono analiz¢ wariancji dla $redniej
powierzchni plam nekrotycznych powodowanych
przez A. fabae i B. fabae (procedura XLSTAT:
ANOVA). Czynniki stanowily: izolat, odmiana
oraz termin pomiaru. Srednie dla odmian i izola-
tow poréwnywano testem wielokrotnych porow-
nan NIR Fishera.

Na wybranych zdjeciach dokonano pomiaru
powierzchni plam za pomocg programu do analizy
obrazu Image] (https://imagej.net) (National Insti-
tutes of Health, Bethesda, MD, Stany Zjednoczo-
ne. oraz the Laboratory for Optical and Computa-
tional Instrumentation, University of Wisconsin,
Madison, WI, Stany Zjednoczone) (Scheider i in.,
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2012). Celem tych pracy bylo sprawdzenie mozli-
wosci wykorzystania analizy obrazu do oceny
wielkosci plam nekrotycznych na liciach bobiku.

Po otwarciu obrazu liscia (format TIFF, GIF,
JPEG, BMP i inne) przeprowadzono wstepne ko-
rekty obrazu (np. Image > Adjust > Brightness/
Contrast, Image > Adjust > Color Balance). Na-
stepnie okreslono skale pomiarowa obrazu w celu
uzyskania rzeczywistej powierzchni mierzonej
plamy nekrotycznej (Anlayze > Set Scale). Zazna-
czono plame¢ nekrotyczng, ktorej powierzchni¢
mierzono za pomocg polecenia Image > Adjust >
Color Threshold. Wyrdzniony obszar obrysowano
uzywajac polecenia Wand Tool (ikona na pasku
ikon programu Imagel). Opcje Wand Tool mozna
modyfikowa¢ poleceniem Edit > Options > Wand
Tool. Powierzchni¢  zaznaczonego  obszaru
obliczono uzywajac polecenia Analyze > Analyze
Particles. Caly proces mozna zautomatyzowac
nagrywajac makro obejmujace powyzsze pole-
cenia (Plugins > Macros > Record).
Wyniki i Dyskusja

Wszystkie badane izolaty A. fabae, B. fabae
wykazaty patogeniczno$¢ wobec badanych od-
mian bobiku. Objawy w postaci nekroz pojawiaty

si¢ okoto 7 dni po inokulacji. Nastepnie nekrozy
powigkszaty si¢, w niektorych przypadkach obej-

Amulet— BF-1

mujac calg powierzchni¢ pojedynczego listka
(Rys. 2). Powierzchnia nekroz wywarzanych przez
B. fabae byla przecictnie 3-krotnie wigksza niz
powodowanych przez A. fabae. Na plamach ne-
krotycznych powstalych na lisciach inokulowa-
nych A4. fabae tworzyly si¢ piknidia, uwalniajace
zarodniki piknidialne (rys. 2D).

Patogeniczno$¢ izolatow A. fabae byta zrozni-
cowana (Tab. 2, Rys. 3). Na podstawie wielkosci
plam nekrotycznych wyrdznione zostaty dwie gru-
py izolatow. Pierwsza obejmowato 4 izolaty o wy-
sokiej patogenicznosci: 15-4, 15-1, 7-3, 8-2. Naj-
wyzsza patogeniczno$¢ wykazaty izolaty 15-4 1 15
-1 uzyskane w roku 2015 z porazonych nasion
bobiku z do$wiadczenia polowego w Radzikowie.
Izolaty 7-3 i 8-2 uzyskano z porazonych lisci ze-
branych w latach 2012 i 2013. Druga grupa obej-
mowala 6 izolatow o istotnie nizszej patogenicz-
nosci, Roznice migdzy nimi nie byly istotne staty-
stycznie. Izolaty A. fabae cechujg si¢ duzym zroz-
nicowaniem agresywno$ci wobec bobiku (Blake i
in., 2022). Wiaze si¢ to z faktem, ze 4. fabae jest
gatunkiem heterotalicznym i do wytworzenia si¢
pseudotecjow 1 zarodnikow workowych wymaga-
na jest obecno$¢ dwoch typoéw kojarzeniowych
MAT-1 i MAT-2 (Kaiser i in., 2007).

Odmiany bobiku wykorzystane do badan na
odcigtych lisciach rdznity si¢ istotnie statystycznie

Rys. 2. A. Plamy nekrotyczne na lisciu bobiku (odmiana Kasztelan) powstale na skutek inokulacji punktowej zarodnika-
mi grzyba A. fabae, izolat AF 15-5; B. Plama nekrotyczna na liSciu bobiku odmiany Kasztelan z tworzacymi si¢ piknidia-
mi grzyba A. fabae, izolat AF 5-2; C. Plama nekrotyczna na liSciu bobiku (odmiana Amulet) powstala na skutek inokula-
cji punktowej zarodnikami grzyba B. fabae, izolat BF-1; D. Piknidia grzyba A. fabae na liSciu bobiku uwalniajace pikni-
diospory.
Fig. 2. A. Necrotic lesions on faba bean leaves (cultivar Kasztelan) caused by A. fabae isolate AF15-5 after point inocula-
tion with pycnidiospores; B. Necrotic lesion on faba bean cultivar Kasztelan with formatting pycnidia of A. fabae, isolate
AF5-2; C. Necrotic lesion on faba bean leaves (cultivar Amulet) caused by B. fabae after point inoculation with conidio-
spores; D. Pycnidia of A. fabae on a faba bean leaves releasing pycnidiospores.
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Tabela 2
Table 2

Analiza wariancji powierzchni plam nekrotycznych wytwarzanych przez izolaty A. fabae i B. fabae na sze$ciu odmia-
nach bobiku
Analysis of variance of area of necrotic lesions produced by A. fabae and B. fabae isolates on six cultivars of faba bean

. ) . Ascochyta fabae
Zrédto zmiennosci (10 izolatow / 10 izolates)

Source of variation

Botrytis fabae
(4 izolaty / 4 isolates)

F Pr>F F Pr>F
Odmiana / Cultivar 10,037 0,000 3,570 0,005
Izolat / Isolate 19,557 0,000 55,716 0,000
Termin / Date 62,114 0,000 153,423 0,000
Odmiana x Izolat
Cultivar ¥ isolate 1,971 0,001 3,723 0,000
Odmiana x date 2,137 0,064 0.857 0.576
Cultivar x experiment
[zolat x date 6.801 0,000 10,649 0,000
Izolate x experiment

20 + .

[uy
wv
|
T

[ ]

Powierzchnia plamy (cm?2)
Lesion area (cm?2)

wv
|
T

I
0 4
15-4 15-1 7-3 8-2
A AB AB B

x x X
% X
% x
X X
° X
+ == & }_
6-2 8-1 7-1 5-1 5-2 6-1
C C C C C C

‘ +Srednia Mean ¢ Minimum/Maximum o Outliers(1) X Outliers(2) ‘

Rys. 3. Zréznicowanie agresywnosci izolatow A. fabae wobec szesciu odmian bobiku okreslone z wykorzystaniem techni-
ki odcietych lisci. Izolaty oznaczone ta sama litera nie réznia sie istotnie statystycznie dla a = 0,05 (analiza wariancji, test
NIR Fishera)

Fig. 3. Pathogenicity of isolates of A. fabae towards six faba bean cultivars evaluated using detached leaves technique.
Isolates marked with the same letter are not significantly different at o = 0.05 (analysis of variance, Fisher’s LSD test)

pod wzgledem odpornosci na askochytozg powo-
dowang przez 4 izolaty o najwyzszej patogenicz-
nosci (Tab. 3, Rys. 4). Najwyzsza odpornos¢ wy-
kazal odmiana Bobas. Z tym Ze nie r6znita si¢ ona
istotnie od odmiany Optimal (SK).

Najbardziej podatna byta odmiana Albus. Od-
miany Kasztelan, Granit (SK) i Amulet byty mniej
podatne i nie roznity si¢ istotnie. Odmiany samo-
konczace bobiku Granit i Optimal wykazaty $red-
nig lub niska podatnos$¢ na porazenie odcigtych
lisci askochytoza. Tymczasem w warunkach natu-
ralnej infekcji w polu byly one najsilniej porazane
askochytoza bobiku (Boros i in. 2014; T. Goral
niepublikowane). Podobne wyniki uzyskata Za-
krzewska (2004) porownujac odpornos¢ form tra-
dycyjnych i samokonczacych form bobiku po ino-
kulacji A. fabae w kilkuletnich doswiadczeniach
polowych. Otrzymane wyniki mogg sugerowac, ze
nie ma bezposredniego wpltywu genu determinuja-
cego kwiatostan szczytowy (Vf TFLI) na odpor-

no$¢ bobiku na askochytoze (Avila i in., 2007).
Zwickszona podatno$¢ odmian samokonczacych
na askochytoze w warunkach polowych wynika
raczej ze znacznie mniejszej dlugosci todygi tych
odmian (okoto 30-40 cm wg danych COBORU)
(Jellis i in., 1985; Pritchard i in., 1989; Zakrzew-
ska, 2004).

Patogeniczno$¢ izolatow B. fabae byla row-
niez zréznicowana (Tab. 1, Rys. 5). Na podstawie
wielkosci plam nekrotycznych wyr6znione zostaly
dwie grupy izolatow. Pierwsza obejmowato 2 izo-
laty o wysokiej patogenicznosci: BF 3, BF 1. Dru-
ga grupa obejmowata 2 izolatow o istotnie nizszej
patogenicznosci: BF 2 i BF 4. Roznice migdzy
izolatami w obu grupach nie byly istotne staty-
stycznie.

Odmiany bobiku roznily si¢ istotnie staty-
stycznie pod wzgledem odpornosci na czekolado-
wa plamistos¢ powodowang przez dwa izolaty
0 najwyzszej patogenicznosci (Tab. 2, Rys. 6).

69



BIULETYN IHAR Nr 299 / 2023

T. Goral
Tabela 3
Table 3
Analiza wariancji powierzchni plam nekrotycznych wytwarzanych przez izolaty A. fabae i B. fabae na sze$ciu odmia-
nach bobiku
Analysis of variance of area of necrotic lesions produced by A. fabae and B. fabae isolates on six cultivars of faba bean
Zrodlo zmiennosci Ascochyta fabae (4 izolatow / 4 izolates) Botrytis fabae (2 izolaty / 2 isolates)
Source of variation F Pr>F F Pr>F
Odmiana / Cultivar 6,963 0,000 2,634 0,036
Izolat / Isolate 1,223 0,309 0,183 0,670
Termin / Date 58,043 0,000 110,024 0,000
Odmiana X Izolat
Cultivar x Isolate 1,177 0,314 6,116 0,000
Odmiana x Termin
Cultivar x Date 1,817 0,123 0,711 0,710
Izolat x Termin
Isolate x Date 0,089 0,966 0,492 0,615
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Rys. 4. Odporno$¢ odmian bobiku na porazenie 4 izolatami A. fabae okreslona z wykorzystaniem techniki odcietych
liSci. Odmiany oznaczone ta sama litera nie réznig sie¢ istotnie statystycznie dla a = 0,05 (analiza wariancji, test NIR
Fishera)

Fig. 4. Resistance of fabae bean cultivars to 4 isolates of A. fabae evaluated using detached leaves technique. Cultivars
marked with the same letter are not significantly different at a = 0.05 (analysis of variance, Fisher’s LSD test)
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Rys. 5. Zréznicowanie agresywnosci izolatow B. fabae wobec szesciu odmian bobiku okreslone z wykorzystaniem techni-
ki odcietych liSci. Izolaty oznaczone ta sama litera nie r6znia sie¢ istotnie statystycznie dla a = 0,05 (analiza wariancji, test
NIR Fishera)

Fig. 5. Pathogenicity of isolates of B. fabae towards six faba bean cultivars evaluated using detached leaves technique.
Isolates marked with the same letter are not significantly different at a = 0.05 (analysis of variance, Fisher’s LSD test)
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Rys. 6. Odpornos¢ odmian bobiku na porazenie 2 izolatami B. fabae okre§lona z wykorzystaniem techniki odcietych
liSci. Odmiany oznaczone ta sama litera nie réznia sie istotnie statystycznie dla o = 0,05 (analiza wariancji, test NIR
Fishera)

Fig. 6. Resistance of fabae bean cultivars to 2 isolates of B. fabae evaluated using detached leaves technique. Cultivars
marked with the same letter are not significantly different at a = 0.05 (analysis of variance, Fisher’s LSD test)

Najwyzsza odporno$¢ wykazaty odmiany Optimal
(SK) i Kasztelan, najnizszag — odmiany Amulet
i Albus. Zroznicowanie odporno$ci odmian na
czekoladowg plamisto$¢ bylo jednakze nizsze niz
obserwowane dla askochytozy (Tab. 2). Potwier-
dzaja to réwniez kilkuletnie obserwacje wystepo-
wania czekoladowej plamistosci w warunkach
polowych w Radzikowie (Boros i in. 2014; T. Go-
ral niepublikowane). W latach o duzym nasileniu
czekoladowej plamistosci wigkszo$¢ odmian pora-
zana byla w podobnym stopniu. Wyrdznialy si¢
jedynie odmiany samokonczace, na ktoérych nasi-
lenie choroby (oceniane jako stopien porazenia
lisci na catej roslinie) bylo wyzsze. Wyniki publi-
kowanych badan roéwniez pokazujg, ze istnieje
mate zrdéznicowanie odpornosci genotypdéw bobi-
ku na czekoladowg plamistos¢ (Sillero i in., 2010).
Problemem w hodowli odporno$ciowej jest brak
dobrych zrédet odpornosci bobiku na te chorobe.
Wigkszo$¢ zidentyfikowanych genotypow odpor-
nych pochodzi z andyjskich regioné6w Ameryki
Potudniowej i nie jest dostosowana na warunkow
europejskich (Bond i in., 1994; Maalouf i in.,
2016).

Na rysunku 7 przedstawiono kolejne etapy
pomiaru powierzchni plamy nekrotycznej opisane
w rozdziale Materiat i Metody. Opisany proces
pomiaru stanowi jedynie przyktad wykorzystania
programu ImageJ. Mozna go modyfikowa¢ wyko-
rzystujac rozbudowane opcje oprogramowania,
dostosowujac je do wilasnych potrzeb (Abd-El-
Haliem, 2012; Mutka i in., 2015). Stewart 1 in.
(2016) opracowali makro do programu ImageJ do
oceny nasilenia septoriozy paskowanej (sprawca
Zymoseptoria tritici) na lisciach pszenicy. Dla
kazdego liscia makro umozliwialo pomiar catko-
wite] powierzchni liscia, catkowitej powierzchni
nekrozy, liczby piknidiow, srednig wielkos¢ pikni-

dium oraz tzw. odcien szarosci piknidium. Ta
ostatnia cecha oznacza intensywno$¢ produkcji
melaniny przez izolaty Z. tritici, ktory to zwiazek
peti istotng znaczenie dla wirulencji patogenu
(Lendenmann i in., 2014). Elliott i in. (2022) po-
rownywali metody analizy obrazu za pomoca Ima-
gel] oraz uczenia maszynowego do oceny poraze-
nia manioku przez bakterig Xanthomonas. Autorzy
stwierdzili, Zze obie metody precyzyjnie rozrdznia-
1y 1 okreslaly ilosciowo roézne typy zmian powodo-
wanych przez Xanthomonas na lisciach manioku.
Metoda ImageJ byta bardziej przydatna do analizy
mniejszych zestawdéw danych, poniewaz wymaga-
a tworzenia przez uzytkownika maski dla kazde-
go obrazu.

Uzyskanie precyzyjnych pomiar6w wymaga
ujednolicenia wykonywanych zdje¢ lisci z obja-
wami chorobowymi. Metodyka opisana jest na
przyktad w pracy Bartosiaka (2020), dotyczacej
oceny porazenia liSci siewek pszenicy inokulowa-
nej grzybem Parastagonospora nodorum. W swo-
jej pracy Bartosiak (2020) proponuje réwniez au-
tomatyzacje¢ oceny objawow chorobowych za po-
moca aplikacji w jezyku Phyton. Jest to aplikacja
stworzona specjalnie do celdéw oceny porazenia
lisci 1 przyspiesza oraz utatwia pracg w poréwna-
niu do dos¢ skomplikowanego programu Imagel.
Podobnie Alheeti i in. (2021) wskazali, ze uzycie
ImageJ do oceny porazenia li§ci przez dwa pato-
geny grzybowe jest bardziej pracochlonne niz po-
rownywane] przez autorow aplikacji Leaf Doctor
(darmowa aplikacja na iPhone’a) (Pethybridge
i Nelson, 2015). Rozwigzaniem tego problemu
moze by¢ opracowywanie wtyczek (plug-in) do
programu ImagelJ. Przyktadem jest wtyczka
HTPheno opracowana w Leibniz Institute of Plant
Genetics and Crop Plant Research (IPK) (http:/
htpheno.ipk-gatersleben.de/) (Hartmann i in.,
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Rys. 7. Pomiar powierzchni plamy nekrotycznej przy uzyciu programu ImageJ. A. Nekroza na liSciu bobiku spowodo-
wana przez grzyb A. fabae; B. Wyréznianie obszaru plamy; C. Obrys wyréznionego obszaru; D. Pomiar powierzchni
plamy
Fig. 7. Necrotic area measurement using ImageJ software. A. Necrotic lesion on faba bean leaf caused by A. fabae; B.
Highlighting necrotic lesion; C. Outline of the highlighted area; D. Measuring the area of the lesion.

2011). Wtyczka to moze by¢ wykorzystywana do
zautomatyzowanej analizy obrazu w wysokow-
ydajnym fenotypowaniu roslin.

Podsumowanie wynikow

1) Zrdéznicowanie patogeniczno$ci izolatow A.
fabae i B. fabae wobec badanych odmian bo-
biku byto istotne statystycznie.

2) Odmiany bobiku wykazatly istotng statystycz-
nie zré6znicowang odporno$¢ na askochytoze
(A. fabae) 1 czekoladowa plamistos¢ (B. fa-
bae).

3) Wyniki analizy wariancji pokazaly, ze zr6zni-
cowanie odpornos$ci odmian na czekoladowa
plamisto$¢ byto mniejsze niz odpornosci na
askochytoze.
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